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were studied on the sell-by day (±1 day). The concentrations of lactic acid bacteria and enterobacteria in
the minced meat samples were quantified on MRS agar and VRBG agar respectively. The appearance
and smell of raw minced meat was judged organoleptically. 349 lactic acid bacteria isolates were
identified using ribotyping based on numerical analysis. The DNA of the lactic acid bacteria was isolated
and digested with the restriction enzyme HindIII. The DNA fragments were separated by agarose gel
electrophoresis and transferred to a nylon membrane where the fragments were hybridized with a
labelled probe. Thus the ribopatterns of the isolates could be visualised on the membrane. The
ribopatterns were compared with corresponding patterns in the research group’s database which
comprises the ribopatterns of over 7000 strains. Identification of the isolates is based on the locations of
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gelidum (20 %). Other species were Carnobacterium divergens (10 %), Carnobacterium maltaromaticum
(4 %), Lactococcus spp. (3 %), Leuconostoc mesenteroides (2 %), Lactobacillus algidus (1 %),
Lactobacillus sakei (1 %), and Leuconostoc carnosum (1 %). In addition to these, 15 isolates were
identified as Brochothrix thermospacta which appeared to grow on MRS along with lactic acid bacteria.
Lactic acid bacteria, especially L. gasicomitatum and L. gelidum, were recognised as the spoilage
bacteria of industrially manufactured, modified atmosphere packed minced meat. These organisms have
been shown to grow on modified atmosphere packed meat during cold storage and to be connected with
the formation of sour and buttery off-odours. L. gasicomitatum and L. gelidum are not part of the natural
microbiota of slaughter animals and therefore the significance of the production environment as their
source should be examined.
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51 Johdanto
Pilaantuvaan lihaan syntyy mikrobitoiminnan seurauksena virhehajuja ja -makuja. Myös
värivirheitä, limaisuutta ja kaasunmuodostusta esiintyy. Lihan pilaantumistapa ja -nopeus
riippuvat lihassa olevista mikrobiryhmistä ja niiden suhteellisista määristä. Pelkkä
mikrobimäärä ei ole suoraan yhteydessä aistinvaraisesti havaittavaan pilaantumiseen (Gram
ym. 2002). Mikrobiologisesta laadusta riippumatta pilaantunut tuote on sellainen, joka ei
kelpaa kuluttajalle. Pilaantumiseen ei yleensä liity terveydellistä vaaraa, mutta taloudelliset
menetykset voivat olla huomattavia.
Pilaajapopulaation koostumuksen määräävät muun muassa säilytysolosuhteet, erityisesti
lämpötila ja pakkaustapa. Tuotteen koostumus (lihan pH, rasvapitoisuus) vaikuttaa myös.
Tuoreen lihan mikrobilajistosta vain pieni osa on kylmässä lisääntyviä pilaajabakteereita ja
mikrobilajisto muuttuu suuresti kylmäsäilytyksen seurauksena. Maitohappobakteereihin
kuuluu monia merkittäviä pilaajabakteereita. Pilaajamaitohappobakteerit sietävät hyvin
korkeaa hiilidioksidipitoisuutta sekä kylmäsäilytystä ja valikoituvat siten helposti
vallitsevaksi mikroryhmäksi lihassa, jota säilytetään kylmässä tyhjiöön tai suojakaasuun
pakattuna. Myös enterobakteereilla voi olla merkittävä rooli pilaajabakteereina.
Työ on osa laajempaa tutkimushaaraa, joka tutkii lihatuotteiden pilaantumista ja säilyvyyttä.
Kylmässä lisääntyvät eli psykrotrofiset maitohappobakteerit on aiemmissa tutkimuksissa
todettu merkittäviksi suojakaasupakatun lihan pilaajabakteereiksi, mutta jauhelihan
pilaajamikrobistoa ei ole tutkittu. Jauheliha pilaantuu kokolihaa nopeammin valmistustapansa
ja koostumuksensa takia. Jauhelihan optimaalisen myyntiajan löytäminen on taloudellisesti
merkittävä kysymys. Jauhelihan laadun pitää säilyä vähintään tyydyttävänä myyntiajan
loppuun, mutta liian lyhyt myyntiaika laskee tuotteen kannattavuutta. Säilyvyyden
ennustamiseksi ja parantamiseksi pilaajapopulaation tunteminen on tärkeää.
Työn tutkimusosan tavoitteena on selvittää maitohappo- ja enterobakteerien merkitystä
jauhelihan pilaajina määrittämällä näiden bakteeriryhmien tasot sekä tunnistamalla
tärkeimmät maitohappobakteerilajit suojakaasupakatussa jauhelihassa viimeisenä
käyttöpäivänä ±1 vrk. Lisäksi tarkastellaan jauhelihan aistinvaraista laatua ja pH-arvoja.
62 Lihan säilyvyys ja pilaantuminen
2.1 Pilaantumisen määritelmä
Lihaa pidetään pilaantuneena, kun kuluttajat pitävät sitä aistinvaraisesti epämiellyttävänä.
Epätoivotut ominaisuudet liittyvät mm. ulkonäköön, rakenteeseen ja makuun. Pilaantuminen
tapahtuu, kun virhemaut, -hajut, värimuutokset, lima tai muut muutokset fyysisessä
olemuksessa tai kemiallisissa ominaisuuksissa tekevät elintarvikkeen kuluttajan mielestä
käyttökelvottomaksi. Elintarvikkeen kokeminen pilaantuneeksi perustuu subjektiiviseen
arvioon, johon vaikuttavat mm. kuluttajan taloudellinen tilanne ja kulttuuritausta ja hänen
aistiensa herkkyys sekä muutosten voimakkuus. Pilaantumismuutosten voimistuessa
useimmat kuitenkin toteavat tuotteen pilaantuneeksi (Doyle ja Beuchat 2007).
Pilaantumishetki voidaan määritellä ajankohtana, jolloin tuotteessa saavutetaan tietty suurin
hyväksyttävä mikrobitaso, tai jolloin tuote alkaa näyttää, haista tai maistua vastenmieliseltä
(Borch ym. 1996). Pilaantunut elintarvike ei ole välttämättä vaarallinen ja siten pilaantumista
pidetään vain taloudellisena tappiona eikä sitä yleisesti säännellä. Taloudelliset tappiot ja
hukkaan mennyt ruoka sekä kuluttajien menetetty luottamus pilaantumisen takia ovat
kuitenkin merkittäviä seikkoja (Doyle ja Beuchat 2007).
Tuotteessa kasvavien mikro-organismien toiminnan lisäksi pilaantuminen voi johtua
tuotteessa itsessään tapahtuvista fysikaalisista tai kemiallisista muutoksista (McMeekin ja
Ross 1996). Merkittäviä lihassa tapahtuvia mikrobitoimintaan liittymättömiä muutoksia, jotka
saavat kuluttajat hyljeksimään tuotetta, ovat värimuutokset myoglobiinin (lihaspunan)
reaktioiden takia ja nesteen tihkuminen lihasta (Gill 1996). Kudosnesteen väistämätöntä
tihkumista lihasta voimistavat lihan paloittelu, lämpötilan vaihtelu ja tuotteeseen kohdistuva
paine. Ilman kanssa kosketuksissa olevassa lihassa myoglobiini on happea sitoneena
oksimyoglobiinina, minkä ansiosta lihalla on normaali, punainen väri. Hapettomissa oloissa
lihaspuna on deoksimyoglobiinimuodossa, jolla on himmeänvioletti väri. Sekä oksi- että
deoksimyoglobiini voivat reagoida hapen kanssa ja muodostaa hapettunutta muotoa,
metmyoglobiinia, joka tuo lihaan himmeää ruskeaa väriä. Deoksimyoglobiinin hapettuminen
tapahtuu nopeammin kuin oksimyoglobiinin, mistä johtuen lihan väri muuttuu alhaisen hapen
oloissa nopeasti ruskeaan suuntaan (Gill 1996).  Myoglobiini voi sitoa hapen sijasta
hiilimonoksidia. Hiilimonoksidi sitoutuu tiukasti myoglobiiniin muodostaen
karboksimyoglobiinia, jolloin lihaksen väri pysyy pitkään kirkkaan punaisena. Muista
myoglobiinin väreistä poiketen karboksimyoglobiinin väri miellyttää kuluttajia (Viana ym.
2005).
72.2 Lihan mikrobiologinen pilaantuminen ja lihassa ilmeneviä
pilaantumismuutoksia
Tuotteen säilyvyys riippuu mikro-organismien, lähinnä bakteerien, initiaalipopulaatiosta ja
niiden lisääntymisestä (Borch ym. 1996). Mesofiilisten bakteereiden lähtötaso lihassa on noin
102–103 pmy/g ja koostuu suuresta määrästä eri lajeja (Borch ym. 1996). Vain 10 %
alkuperäisistä bakteereista pystyy kasvamaan kylmäsäilytyslämpötiloissa ja vielä pienempi
osuus aiheuttaa pilaantumista (Borch ym. 1996). Lihan mikrobiologinen pilaantuminen on
tapahtumasarja, johon liittyy mikro-organismien lisääntyminen tasolle 107–109 pmy/g (Gram
ym. 2002). Pilaantumishetkellä elintarvikkeen mikrobistoon kuuluu mikrobilajeja, jotka ovat
osallistuneet pilaantumismuutoksiin ja lajeja, jotka ovat kasvaneet, mutta eivät ole
aiheuttaneet epämiellyttäviä muutoksia. Mikro-organismeja, jotka ovat vastuussa tietyn
tyyppisen elintarvikkeen pilaantumisesta, kutsutaan tuotteelle ominaisiksi
pilaajaorganismeiksi (specific spoilage organisms; Gram ym. 2002). Tuotteelle ominaiset
pilaajaorganismit ovat hyvin kilpailukykyisiä, minkä ansiosta ne saavuttavat ja säilyttävät
merkittävän asemansa elintarvikkeen mikrobistossa (Björkroth ym. 1998). Pilaajaorganismien
kilpailukykyä edistävät mm. erot bakteerien jakaantumisajassa, bakteriosiinien tuotanto, kyky
tuottaa voimakkaasti limaa tai haihtuvia yhdisteitä, jotka aiheuttavat aistinvaraista
pilaantumista ja kyky sietää erilaisia stressitekijöitä, kuten kylmää, kuumaa tai
desinfiointiaineita.
Useimmat bakteerit käyttävät energian- ja hiilenlähteenään ensin molekyylipainoltaan alhaisia
liukoisia yhdisteitä, ja näistä ensisijaisesti glukoosia ja muita glykolyysin tuotteita (Davies ja
Board 1998, Samelis 2006). Glukoosia ja hiilihydraatteja on lihassa vähän suhteessa
proteiineihin ja lipideihin, mutta kuitenkin riittävästi valtavalle mikrobimäärälle (Davies ja
Board 1998). Mikrobimäärän noustessa lähelle kantokyvyn rajaa (>108 pmy/g) glukoosin
diffuusionopeus ei enää riitä lihan pinnalla kasvaville bakteereille, jotka siirtyvät silloin
käyttämään kasvuunsa toissijaisia substraatteja, lopulta aminohappoja ja muita typpiyhdisteitä
(Davies ja Board 1998). Tämä johtaa ammoniakkikonsentraation ja pH:n nousuun sekä
pahanhajuisten yhdisteiden syntyyn. Kun bakteerimäärä on noin 108 pmy/cm2, ikäviä
sivuhajuja ja -makuja aiheuttavia bakteerien aineenvaihdunnan sivutuotteita syntyy nopeasti
ja pilaantuminen tapahtuu äkillisesti (Gill 1996).
Monet bakteerilajit tuottavat proteaaseja;  yleisesti ottaen gramnegatiiviset bakteerit erittävät
jäähdytetyssä lihassa aminopeptidaaseja (Davies ja Board 1998). Proteolyyttiset bakteerit
voivat saada ekologisen edun tunkeutumalla lihan sisään saaden käyttöönsä enemmän
ravinteita nonproteolyyttisiin bakteereihin verrattuna. Maitohappobakteereita pidetään
8heikosti proteolyyttisinä esimerkiksi pseudomonaksiin verrattuna, mutta kyvyllä hyödyntää
aminohappoja ja peptidejä voi olla merkitystä ajatellen pilaajamikrobistossa vallitsevaa
kilpailutilannetta ravinteista (Samelis 2006).
Tärkeimmät pilaantumismuutokset lihassa ovat virhehajut ja -maut, mutta myös
värimuutoksia, limanmuodostusta ja kaasuntuotantoa ilmenee (Björkroth ja Korkeala. 1996b,
Björkroth ym. 2000, Samelis 2006, Schillinger 2006, Vihavainen ja Björkroth 2007).
Virhehajuja ilmaantuu bakteeritason ylittäessä 107 pmy/cm2 ja limanmuodostusta suunnilleen
tasolla 108 pmy/cm2 (Davies ja Board 1998). Lihan pilaantumismuutokset voivat vaihdella
mikrobikoostumuksen, lihastyypin (pH, ruhonosa, entsyymiaktiivisuus jne.), tuotteen
koostumuksen (esim. sokeri- ja rasvasisältö) ja säilytysympäristön (lämpötila,
kaasukoostumus jne.) mukaan (Doyle ja Beuchat 2007).
Aerobisesti säilytetylle lihalle tunnusomaisia virhehajuja ovat mm. makea ja hedelmäinen,
mätä, rikkinen ja juustoinen (Borch ym. 1996). Hajujen ilmaantumista on kuvattu myös
kronologisesti, ensin haju on meijerituotetta muistuttava, ts. voimainen,  rasvainen tai
juustoinen, sitten makea/hedelmäinen ja lopuksi mätä (Davies ja Board 1998).
Korkeahappiseen suojakaasuun pakatun lihan virhehajua kuvaa tyypillisesti juustomainen ja
härskiintynyt (Borch ym. 1996). Tyhjiöön ja anaerobiseen suojakaasuun pakatun lihan
virhehajut eivät ole yhtä vastenmielisiä kuin aerobisesti säilytetyn. Pilaantumishajuille
luonteenomaista on hapan tai happoinen haju, joka tyypillisesti liittyy maitohappobakteereihin
ja maitohapon ja etikkahapon tuottoon (Samelis 2006, Schillinger ym. 2006).
Bakteerien tuottama vetysulfidi muuttaa lihaspigmentin vihreäksi sulfmyoglobiiniksi (Samelis
2006). Glukoosin vähäisyys johtaa vetysulfidin muodostumiseen. Sulfmyoglobiinia ei
muodostu anaerobisissa olosuhteissa (Borch ym. 1996). Vihertyminen liittyy tyypillisesti
korkean pH:n lihaan, mutta normaalikin liha voi vihertyä (Borch ym. 1996, Vihavainen ja
Björkroth 2007) . Lihan väri voi huonontua tiheästi kasvavien mikro-organismien alla hapen
osapaineen laskun takia ja tämä voi saada kuluttajat hylkäämään tuotteen ennen kuin
pilaantuminen on pitkälle edennyt (Davies ja Board 1998).
Clostridium spp. on liitetty suureen kaasunmuodostukseen (H2 ja CO2) ja pahaan hajuun
tyhjiöpakatussa lihassa (Samelis 2006). Tyhjiöpakattuun naudan- ja sianlihaan voi liittyä
maitohappobakteereiden aiheuttamaa kaasunmuodostusta ilman voimakkaita virhehajuja
(Borch ym. 1996).
9von Holy ja Holzapfel (1988) havaitsivat hieman yllättäen, että jauhetussa naudanlihassa
pseudomonakset kasvoivat aerobisen säilytyksen lisäksi tyhjiöpakatussa jauhelihassa.
Aerobisesti pakatun lihan mikrobistosta pseudomonaksia oli 85 %, vakuumipakatun 27 %,
askorbiinihapon lisääminen vielä lisäsi osuuden 37 %:iin. Tyhjiöpakkauksissa valtalajiston
muodostivat Lactobacillus-lajit, mutta myös aerobisista pakkauksista löytyi merkittävä määrä
laktobasilleja. Koutsomanis ym. (2006) tutkivat aerobisesti säilytettyä jauhelihaa eri
lämpötiloissa ja havaitsivat pseudomonasten olevan vallitsevia lajeja kaikissa lämpötiloissa.
Seuraavaksi merkittävimpänä tuli Brochothrix thermospacta, kun taas maitohappobakteereita
ja enterobakteereita oli vähemmän. Kaikissa testiolosuhteissa käyttöajan lopulla
pseudomonasten taso oli lähellä 109 pmy/g. B. thermospactan tasot olivat myös suhteellisen
vakaita, mutta aina vähintään 1 log pmy/g alempia kuin pseudomonasten. Muut bakteeritasot
vaihtelivat säilytyslämpötilasta riippuen 104–108 pmy/g.
2.3 Ympäristötekijöiden vaikutus mikrobikasvuun lihassa
Elintarvikkeet muodostavat monimutkaisia ekosysteemejä. Ekosysteemin muodostavat
ympäristö ja kyseisessä ympäristössä elävät mikro-organismit. Elintarvikeympäristö koostuu
ruualle ominaisista/luontaisista sisäisistä tekijöistä, esim. pH-arvosta, vesiaktiivisuudesta ja
ravinteista sekä ulkoisista tekijöistä, kuten lämpötilasta, ympäristön kaasukoostumuksesta ja
mikrobiston vuorovaikutuksista (Doyle ja Beuchat 2007). Säilytyksen aikana ympäristötekijät
valikoivat tiettyjä bakteereja ja vaikuttavat niiden kasvunopeuteen ja toimintaan. Jäähdytetyn
lihan säilyvyysaika voi vaihdella päivistä useisiin kuukausiin (Borch ym. 1996).  Ulkoisista
tekijöistä bakteerikasvuun vaikuttavat pääasiassa lämpötila ja kaasukoostumus.
2.3.1 Ulkoiset tekijät
Lämpötila
Normaalissa ilmanpaineessa mikrobikasvua tapahtuu noin välillä -8–+100ºC (Adams ja Moss
2000). Yksittäinen bakteerilaji kasvaa yleensä noin 35 asteen suuruisella välillä. Mikro-
organismeilla on niille luonteenomaiset kardinaalilämpötilat: minimi, optimi ja
maksimilämpötilat, joissa kasvua voi tapahtua. Kardinaalilämpötiloihin vaikuttavat
ympäristötekijät, kuten ravintoaineiden saatavuus, pH ja vesiaktiivisuus (Adams ja Moss
2000).
Kardinaalilämpötilojen perusteella mikro-organismit voidaan luokitella fysiologisiin ryhmiin
(Adams ja Moss 2000). Termofiilit kasvavat kuumassa, niiden vähimmäislämpötila on 40–45
°C, optimi 55–75 °C ja maksimi 60–90 °C. Mesofiilien minimi on 5–15 °C, optimi 30–40 °C
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ja maksimi 40–47 °C. Obligaatit psykrofiilit kasvavat kylmässä, vähimmäislämpötila niille on
-5–5 °C, optimi 12–15 °C ja maksimi 15–20 °C. Psykrotrofit tai fakultatiiviset psykrofiilit
kasvavat myös kylmässä, mutta niillä optimi- ja enimmäislämpötilat ovat korkeampia.
Elintarvikkeiden pilaajina mesofiilit ja psykrotrofit ovat yleensä tärkeimpiä. Varsinaiset
mesofiilit yleensä kasvavat nopeammin kuin psykrotrofit ja siksikin mesofiilien
kasvulämpötilassa säilytetyn ruuan pilaantuminen tapahtuu nopeammin kuin viileässä
säilytetyn (Adams ja Moss 2000). Jäähdytyslämpötilat suosivat psykrofiilejä ja psykrotrofeja.
Jos näiden bakteerien initiaalipopulaatio on suuri, kylmäsäilytetyn elintarvikkeen
pilaantuminen voi tapahtua nopeasti (Doyle ja Beuchat 2007).
Kylmäsäilytyksellä tarkoitetaan yleensä säilytystä jäätymispisteen yläpuolella noin 16 asteesta
aina noin -2 asteeseen (Doyle ja Beuchat 2007). Paras säilyvyys lihalle saavutetaan
kylmäsäilytyksessä mahdollisimman alhaisessa lämpötilassa, jossa liha ei kuitenkaan vielä
jäädy. Tämä optimisäilytyslämpötila pakatulle lihalle on -1,5 ± 0,5 °C (Gill 1996).
Jäähdyttämisen säilöntävaikutus perustuu sille tosiasialle, että kemialliset reaktiot ja siten
mikrobikasvu hidastuvat lämpötilan laskiessa. Kemiallisen nyrkkisäännön mukaan
reaktionopeudet puoliintuvat jokaista 10 asteen lämpötilan laskua kohti. Tämä pätee
bakteerien optimikasvualueella (Doyle ja Beuchat 2007). von Holy ja Holzapfel (1988)
havaitsivat säilytyslämpötilan laskemisen 7 °C:sta 0 °C:een olevan ratkaiseva tekijä
säilyvyysajan pidentämisessä sekä aerobisesti että tyhjiöön pakatun jauhelihan kohdalla.
Mikrobikasvun minimilämpötilaan vaikuttavat monet tekijät ja se on alimmillaan, kun muut
tekijät ovat optimaalisia. Kun muut ympäristötekijät ovat epäsuotuisia, mikrobikasvuun
tarvittava minimilämpötila nousee huomattavasti. Erittäin tärkeitä ympäristötekijöitä ovat pH,
vesiaktiivisuus ja happipitoisuus (Doyle ja Beuchat 2007).
Pakkaustapa
Lihan säilyvyysaikaa voidaan pidentää muokkaamalla lihaa ympäröivää ilmatilaa, ts.
pakkaamalla tyhjiöön tai suojakaasuun (muunnellun ilmakehän pakkaustekniikat, modified
atmosphere packaging, MAP). Pakkaustekniikoiden päätavoitteena on nopeasti kasvavien
Pseudomonas-lajien kasvun estäminen kokonaan tai osittain, jolloin hitaammin kasvavat
bakteerit, lähinnä maitohappobakteerit, psykrotrofiset enterobakteerit ja Brochothrix
thermospacta voivat saada mikrobistossa valta-aseman (Gill 1996). Ihanteellisessa
tapauksessa tärkeimmän aseman saavat maitohappobakteerit, joiden pilaamiskyky on alhainen
verrattuna muihin pilaajabakteereihin.
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Erilaisia yhdistelmiä hiilidioksidia, typpeä ja happea voidaan käyttää lihan ja lihatuotteiden
MAP:ssa myyntiajan pidentämiseksi. Lihoissa aerobisten pilaajabakteerien kuten
Pseudomonas-, Acinetobacter- ja Moraxella-lajien kasvu estyy hiilidioksidin vaikutuksesta.
Maitohappobakteereista tulee sitten dominoiva ryhmä, mutta ne kasvavat edellisiä hitaammin
ja aiheuttavat lievempiä aistinvaraisia muutoksia (Doyle ja Beuchat 2007). Suojakaasun
typellä ei ole säilyvyyden kannalta vaikutusta, ja se voidaankin jättää pois (Gill 1996).
Typpeä kuitenkin käytetään usein estämään hiilidioksidin liukenemisesta lihaan johtuva
rasioiden painuminen kokoon. Yksi vaihtoehto lihan värin säilymisen parantamiseksi on
käyttää suojakaasussa hiilimonoksidia pieninä pitoisuuksina. Hiilimonoksidi saa lihan
säilymään pitkään kuluttajaa miellyttävän punaisena karboksimyoglobiinin muodostumisen
ansiosta (Viana ym. 2005). Hiilimonoksidin käyttö suojakaasussa ei ole EU:ssa tällä hetkellä
sallittua.
Korkeahappinen ilmakehä pakkauksessa on dynaaminen. Hiilidioksidia liukenee lihaan ja sitä
muodostuu lisää kudos- ja bakteerihengityksessä samalla, kun happea kuluu. Lisäksi
pakkauskalvon läpäisevyysominaisuuksien takia happea ja hiilidioksidia karkaa pakkauksesta
ja korvautuu typellä eri nopeuksilla. Siten hiilidioksidin pitoisuus pakkausilmassa voi pysyä
melko vakaana, mutta alkuperäistä tasoa alempana, kun taas happipitoisuus pienenee ja
typpipitoisuus suurenee (Gill 1996). Puskurina näitä muutoksia vastaan toimii suuri ilmatila
suhteessa lihan määrään, mutta käytännön syistä kaasua käytetään usein vähemmän (Gill
1996).
Hiilidioksidi estää mikro-organismien kasvua vaihtelevasti. Homeet ja oksidatiiviset
gramnegatiiviset bakteerit ovat herkimpiä. Grampositiiviset bakteerit, erityisesti laktobasillit,
ovat resistenteimpiä. Hiilidioksidin estävä vaikutus tehostuu lämpötilan laskiessa, oletettavasti
koska hiilidioksidin liukoisuus lisääntyy lämpötilan laskiessa. Hiilidioksidi on yleensä
bakteriostaattinen vaikutukseltaan, mutta jotkin mikro-organismit kuolevat pitkittyneen
altistuksen seurauksena (Adams ja Moss 2000). Tyypillisesti hiilidioksidin osuus
suojakaasussa on 10–40 % ja hapen osuus 60–90 % (Davies ja Board 1998). Yleisesti
korkeampi hiilidioksidipitoisuus estää paremmin pilaajaorganismien kasvua. Puhtaassa
hiilidioksidissa saavutetaan pitkä säilyvyys, mutta lihan laatu voi kärsiä kemiallisten
muutosten takia (Davies ja Board 1998). Hitaasti kasvavien maitohappobakteerien
vallitsevuus johtaa hyvään säilyvyyteen. Olosuhteista riippuen myös enterobakteerit ja
Aeromonas spp. voivat kasvaa ja pilata tuotteen. Korkeahappisessa suojakaasussa
pseudomonasten kasvunopeus noin puolittuu 20 %:n hiilidioksidipitoisuudessa, kun taas
muiden pilaajien kasvu hidastuu vain vähän tai ei lainkaan, ja ne kasvavat suunnilleen samalla
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nopeudella kuin inhiboituneet pseudomonakset (Gill 1996). Siten initiaalimikrobiston
koostumuksella on suuri vaikutus kehittyvään pilaajamikrobistoon. Hyvä säilyvyys edellyttää
tuoreelta lihalta hyvää mikrobiologista laatua.
Tyhjiöpakkaus on suojakaasupakkaus, jossa ilmatila on hyvin pieni. Tyhjiöpakkauksessa
kudos- ja mikrobihengitys käyttävät jäännöshappea tuottaen tilalle hiilidioksidia (Davies ja
Board 1998). Täysin anaerobista tilaa harvoin saavutetaan, koska pakkauskalvot läpäisevät
tietyn määrän happea. (Davies ja Board 1998). Tuotteen säilyvyysaika voi tyhjiöpakattuna
pidentyä huomattavasti. Esimerkiksi vuohenjauhelihalle on tyhjiöpakkaamisella saavutettu 28
päivän säilyvyys, kun aerobisesti pakattu tuote säilyi yhtä hyvänä 3 päivää (Babji ym. 2000).
Tyhjiöpakatusta jauhelihasta voi valua huomattava määrä kudosnestettä, mitä kuluttajat
pitävät epämiellyttävänä (von Holy ja Holzapfel 1988). Ennen kaasun imemistä pois
tyhjiöpakkauksesta, tuote voidaan myös altistaa ilmasta poikkeaville kaasuille (Viana ym.
2005).
Enterobakteereilla ja Pseudomonas-lajeilla on suurempi merkitys suojakaasupakatussa kuin
tyhjiöpakatussa lihassa (Davies ja Board 1998). Tyhjiöpakkauksissa ja hapettomissa typpi- ja
hiilidioksidi-ilmakehissä pseudomonasten kasvu estyy kokonaan (Gill 1996). Myös
fakultatiivisesti anaerobisten enterobakteerien ja B. thermospactan kasvu estyy kokonaan, jos
pH on korkeintaan 5,8. Usein tuotteessa on kuitenkin rasvakudosta tai lihasta, jonka pH on yli
5,8. Näissä kudoksissa muutkin fakultatiiviset anaerobit kuin maitohappobakteerit voivat
kasvaa anaerobisissa oloissa. Maitohappobakteerit voivat kuitenkin muodostua
merkittävimmäksi populaatioksi nopeamman kasvunsa takia (Gill 1996).
Mikro-organismeilla on myös keskenään vuorovaikutuksia, jotka vaikuttavat vallitsevan
populaation muodostumiseen. Esimerkiksi maitohappobakteerit inhiboivat pseudomonasten,
B. thermospactan, koliformien ja Salmonellan kasvua ja hiivat inhiboivat
maitohappobakteereja (Liu ym. 2006b). Bakteerien väliset vuorovaikutukset tulevat kuitenkin
merkittäviksi vasta silloin, kun mikrobilukumäärä on kasvanut suureksi (Gill 1986). Siksi
dominoivan aseman saavuttavat yleensä ne bakteerit, jotka vallitsevissa säilytysoloissa
kasvavat nopeimmin.
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2.3.2 Sisäiset tekijät
Grampositiiviset lihan pilaajabakteerit sietävät usein olosuhteita, jotka rajoittavat
gramnegatiivisten pilaajien kasvua. Erityisesti tämä pätee suhteessa pH-arvoon (matalaan tai
korkeaan), alhaiseen vesiaktiivisuuteen (mm. suolapitoisuuteen) tai hapetus-
pelkistyspotentiaaliin ja kuumakäsittelyyn (Davies ja Board 1998).
Lihan koostumus ja pH
Lihan koostumuksella on merkitystä mikrobikasvulle. Esimerkiksi glukoosin ja laktaatin
pitoisuus voi vaihdella. Glukoosipitoisuuden on havaittu olevan tärkeä sisäinen tekijä, joka
vaikuttaa lihan pilaantumisen tyyppiin ja pilaantumisnopeuteen (Koutsoumanis ym. 2006).
DFD-lihan eli ns. tervalihan nopeaan pilaantumiseen vaikuttaa osaltaan sen alhainen
glukoosipitoisuus, joka pakottaa bakteerit siirtymään varhain aminohappojen käyttöön (Borch
ym. 1996, Davies ja Board 1998, Samelis 2006). Glukoosipitoisuuden on havaittu vaikuttavan
usean eri eläinlajin lihan mikrobiologiseen laatuun. On havaittu, että kun glukoosipitoisuus oli
laskenut hyvin alas, ensimmäiset pilaantumisen merkit olivat ilmeisiä, sillä pilaajamikrobien
siirtyminen aminohappoja hajottavaan aineenvaihduntaan johtaa pahanhajuisten yhdisteiden
(ammoniakin, rikkipitoisten yhdisteiden) muodostumiseen. On myös osoitettu, että suurempi
glukoosin saatavuus lihassa viivästyttää proteolyyttisten pilaantumismuutosten,
limanmuodostuksen ja virhehajujen ilmaantumista (Davies ja Board 1998, Koutsoumanis ym.
2006).
Tuoreen jauhelihan pH:n, rasva- ja L-laktaattipitoisuuksien on havaittu vaikuttavan bakteerien
kasvunopeuteen tyhjiöpakatussa jauhelihassa (Blixt ja Borch 2002). Alhainen pH ja
rasvapitoisuus ja korkea L-laktaatin pitoisuus lihassa pian teurastuksen jälkeen pidensivät
tuotteen aistinvaraista säilyvyyttä. Happamuuden ja L-laktaatin välinen vuorovaikutus oli
todennäköisesti myös tärkeä tekijä. L-laktaatti on lihaksessa tapahtuvan glykolyysin hapan
lopputuote, joka heijastaa lihan lopullista pH:ta ja vaikuttaa mikrobiston valikoitumiseen
(Davies ja Board 1998).
Lihan pH vaikuttaa mikro-organismien kasvuun ja metaboliaan (Adams ja Moss 2000).
Yleisesti ottaen bakteerit kasvavat nopeimmin pH-välillä 6–8, hiivat välillä 4,5–6,0 ja
rihmasienet välillä 3,5–4,0. Poikkeuksen muodostavat bakteerit, jotka tuottavat happoja
metaboliatuotteinaan, esimerkiksi eräät maitohappo- ja etikkahappobakteerit, joilla optimi on
yleensä 5,0–6,0  (Adams ja Moss 2000).
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Teurastuksen jälkeen lihaksen pH normaalisti laskee arvosta 6,5–7 (Lawrie 2006) arvoon 5,4–
5,8 (Borch ym. 1996, Davies ja Board 1998, Adams ja Moss 2000, Lawrie 2006). Lihan pH-
arvot vaihtelevat eläinlajeittain, yksilöittäin ja lihastyypeittäin (Blixt ja Borch 2002, Lawrie
2006). Rasvakudoksen pH on korkeampi kuin lihaksen (Borch ym. 1996, Blixt ja Borch
2002). Rasvakudos sekä liha, jonka pH on korkea (esim. DFD-liha), pilaantuvat nopeammin
kuin normaali liha, koska korkea pH suosii useiden pilaajabakteerien kasvua (Adams ja Moss
2000).
Koutsomanis ym. (2006) havaitsivat, että lihan pH vaikutti huomattavasti pseudomonasten, B.
thermospactan ja Enterobacteriaceae-heimon kasvukinetiikkaan niin, että korkeamman pH:n
lihassa näiden kasvu oli nopeampaa. Maitohappobakteereiden kasvuun pH:lla ei ollut
vaikutusta.
Lihalle tyypilliset pH-arvot eivät yleensä rajoita maitohappobakteerien kasvua (Davies ja
Board 1998). Normaalin post rigor -lihaksen pH:n lievä valikoiva vaikutus voi voimistua
yhdistettynä muihin tekijöihin, kuten tyhjiöpakkaamiseen, alhaiseen hapetus-
pelkistyspotentiaaliin ja jäähdytykseen (Davies ja Board 1998).
Hapetus-pelkistyspotentiaali
Aineen taipumusta luovuttaa tai vastaanottaa elektroneja kutsutaan sen hapetus-
pelkistyspotentiaaliksi (Eh). Hapetus-pelkistyspotentiaalilla on tärkeä valikoiva vaikutus lihan
mikrobistoon (Adams ja Moss 2000). Elintarvikkeista mitattuun hapetus-pelkistyskykyyn
vaikuttavat mm. pH ja hapen saatavuus (tuotteen fyysinen muoto, pakkaaminen). Happi on
yleensä tärkein redoksipari ruuissa. Ilmassa on happea noin 21 %. Jos lihassa ja sen
pakkausympäristössä on ilmaa saatavilla, lopputuloksena on positiivinen potentiaali. Täten
pakkaustapa on erottamattomassa yhteydessä hapetus-pelkistyspotentiaaliin. Paloittelu ja
jauhaminen lisäävät ilman pääsyä tuotteeseen ja nostavat siten Eh:ia (Adams ja Moss 2000).
Raa’an lihan (post-rigor) Eh on -200 mV, pH 5,7. Raa’an jauhelihan Eh on +225 mV, pH 5,9
(Adams ja Moss 2000). Mikrobikasvu tuotteessa pienentää sen Eh:ia. Tämä johtuu
enimmäkseen hapen kulutuksesta ja osittain mikrobin tuottamista pelkistävistä yhdisteistä
kuten vedystä (Adams ja Moss 2000).
Vesiaktiivisuus
Suuri vesipitoisuus suosii mikrobikasvua (Davies ja Board 1998). Vesiaktiivisuus (aw) on
käsite, jolla kuvataan liuoksen osmoottista painetta suhteessa puhtaaseen veteen (Lawrie
2006). Mitä enemmän aineita veteen on liuenneena, sitä pienempi aw on. Ruhon pinta kuivuu
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jäähdytettäessä. Veden haihtuminen lihan pinnasta laskee lihan vesiaktiivisuutta. Toisaalta
diffuusio lihan muista osista toimii vastavaikuttajana. Erityisesti gramnegatiiviset bakteerit
(esimerkiksi Campylobacter spp., Pseudomonas spp., Moraxella spp.) ovat herkkiä
alentuneelle aw:lle (<0,95)  (Davies ja Board 1998).
2.4 Pilaantumisen tutkiminen ja mallittaminen
Säilyvyyskokeet ovat nykyisin käytetyin menetelmä tuotteen säilyvyysajan määrittämiseksi
(Koutsoumanis ym. 2006). Lähestymistapa on kuitenkin monella tavalla ongelmallinen ja
työläs, sillä säilyvyyskokeiden perusteella saadaan tietoa, joka pätee vain testatuissa
olosuhteissa. Kaikki muutokset säilytysolosuhteissa ja tuotteen koostumuksessa vaativat
lisäkokeita. Tietoa siitä, kuinka voimakkaasti eri muuttujat (esim. säilytyslämpötilan tai
hiilidioksidipitoisuuden muutos) vaikuttavat mikrobikasvuun ja tuotteen säilyvyyteen, ei
saada.
Säilyvyyskokeessa arvioidaan aistittava laatu ja tutkitaan mikrobiologinen laatu (
elinatarviketeollisuusliitto ETL ry 2003). Säilyvyysajan määrittää näistä se tekijä, joka antaa
tuotteelle lyhimmän säilyvyysajan. Patogeenit tutkitaan huomioiden riskinarvinoiti ja
lainsäädäntö. Toimija asettaa päiväysmerkinnän niin, että tuotteen turvallisuus ja laatu
säilyvät avaamattomassa pakkauksessa viimeiseen käyttöpäivään asti. ETL ohjeistaa toimijat
suorittamaan säilyvyyskokeet olettaen, että tuote säilytetään myymälään saapumiseen saakka
suosituksen mukaisissa lämpötiloissa (jauhelihalle yleensä korkeintaan 2 °C,
jakelukuljetuksissa korkeintaan 4 °C) ja tämän jälkeen korkeimmassa lainsäädännön
sallimassa lämpötilassa (6 °C säilytyksen ajan, 7 °C myyntikalusteessa). Myymälöitä ja
kuluttajia kuitenkin suositellaan säilyttämään jauheliha lainsäädännön sallimaa alemmassa
lämpötilassa 2–4°C (ETL ry 2003). Viimeisen myyntipäivän oikeassa valinnassa on
elintarvikevalvonnassa havaittu ongelmia, esimerkiksi tuoreesta lihasta myyntiin
kelpaamattomiksi todettiin viimeisenä myyntipäivänä 8 % (Mustaniemi 1997).
Ennustava (predictive) tai kvantitatiivinen mikrobiologia on vaihtoehtoinen tapa tuotteen
säilyvyysajan määrittämiseksi ja pilaantumisen mallittamiseksi. Menetelmään liittyy tieto
mikrobikasvun vasteista ympäristötekijöihin ilmaistuna kvantitatiivisesti matemaattisilla
yhtälöillä (malleilla). Tuotettu tieto ja mallit voidaan tallentaa tietokantoihin ja käyttää
tulkitsemaan prosessoinnin, jakelun ja säilytyksen olosuhteiden vaikutusta mikrobikasvuun
(McMeekin ym. 1997).
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Nykyisin käytetään useimmiten aistinvaraista tai mikrobiologista analyysiä lihan tuoreuden
tai pilaantumisen määrittelyyn (Doyle ja Beuchat 2007). Aistinvaraisen arvioinnin
subjektiivisuuden minimoimiseksi arvioijien pitää olla tehtäväänsä hyvin koulutettuja, mikä
tekee menetelmästä kalliin ja hankalan rutiinikäyttöön (Doyle ja Beuchat 2007).
Mikrobiologiset määritykset, ainakin yleisesti käytetyt kokonaisbakteeritasojen määritykset,
ovat usein harhaanjohtavia. Mikrobiologiset tutkimukset ovat aikaavieviä, kalliita ja näytteitä
tuhoavia. Tutkimusta onkin tehty sekä aistinvaraisen että mikrobiologisen analysoinnin
korvaamiseksi biokemiallisten muutosten analysoinnilla (Doyle ja Beuchat 2007).
Koska elintarvikkeiden mikrobiologisen ja aistinvaraisen pilaantumisen määritteleminen ei
ole mitenkään yksiselitteistä, asiasta on erilaisia käsityksiä. Elintarvikevalvonnassa tiukkojen
mikrobiologisten kriteerien asettamista on perusteltu sillä, että objektiivisemmalla
mikrobiologisella menetelmällä heikon laadun tulee ilmetä ennen kuin aistinvaraisia
muutoksia havaitaan (Mustaniemi 1997). On kuitenkin syytä huomata, että mikrobiologisen
laadun heikkenemisen ja aistinvaraisen pilaantumisen välillä voi olla pitkäkin viive
(Korkeala 1989). Elintarvikkeita voidaan yleensä pitää mikrobiologisesti turvallisina, jos
selkeä pilaantuminen edeltää mikrobikasvua, joka mahdollisesti aiheuttaa tautia (Doyle ja
Beuchat 2007).
Liu ym. (2006a) tutkivat eri tavoin säilytetyn viipaloidun sianlihan säilyvyyttä. Suurin
korrelaatio havaittiin mikro-organismien maksimaalisen kasvunopeuden ja lag-vaiheen sekä
säilyvyyden välillä. Maksimisoluluku ei vaikuttanut säilyvyyteen merkittävästi. Aerobisten
bakteerien taso oli noin 7,3-7,8 log pmy/g ja maitohappobakteerien 5,1-5,4 log pmy/g. Liu
ym. (2006a) totesivat, että kuudesta eri tavoin säilytetystä sianlihaerästä neljän
mikrobiologinen säilyvyysaika oli 1–2 vrk pitempi kuin aistinvaraisesti arvosteltu
säilyvyysaika. Kahden erän molemmat säilyvyysajat olivat samoja.
2.5 Jauhelihan erityispiirteitä
Jauhettu liha pilaantuu kokolihaa nopeammin. Syitä tähän on useita. Jauhelihan
valmistuksessa voidaan käyttää mikrobiologisesti heikompilaatuisia raaka-aineita, joista
syntyy suurempi alkukontaminaatio (Doyle ja Beuchat 2007). Valmistusprosessi on altis
ristikontaminaatiolle ja mikrobien leviämiselle. Jauhamisella on myös fyysisiä vaikutuksia
lihaskudokseen. Lihan jauhaminen sekoittaa alun perin vain lihan pintaan rajoittuneet
mikrobit koko lihamassan joukkoon. Jauhamisen kitka nostaa jauhelihan lämpöä (Anonyymi
1992). Jauhaminen myös rikkoo lihassoluja ja siten soluista vapautuu mikrobien helposti
käytettäväksi nesteitä ja ravinteita (Doyle ja Beuchat 2007). Jauhelihan Eh ja pH ovat
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normaalisti kokolihaa korkeammat. Jauhetun vuohenlihan pH on ollut jopa 6,5 (Babji ym.
2000).
Scanga ym. (2000) havaitsivat, että naudanjauhelihan valmistukseen käytettävien
leikkolihojen aerobisten bakteerien taso oli log10 2,6–4,0 pmy/g. Rasvapitoisuudeltaan
korkeammat leikkolihat sisälsivät enemmän aerobisia bakteereita, mutta tämä saattoi johtua
enemmän mm. suuremmasta paljaan pinnan alueesta suhteessa kappaleen painoon kuin
kudostyypistä. Aika, joka kuluu leikkolihan valmistuksesta sen jauhamiseen, vaikuttaa
jauhelihan bakteeripitoisuuteen. Scangan ym. (2000) tutkimuksessa jauhelihojen aerobisten
bakteerien määrät olivat  log10 2,70–3,88 pmy/g. Samana päivänä jauhetussa lihassa sekä
aerobisten bakteerien että koliformien ja E. colin tasot olivat merkittävästi alhaisempia kuin
3–4 päivää myöhemmin jauhetussa. Pakastetun raaka-aineen aerobisten bakteerien taso
havaittiin alhaisemmaksi kuin tuoreen. Syynä voi olla bakteerien vahingoittuminen
pakastusprosessissa. Scanga ym. (2000) havaitsivat myös sen, että leikkolihojen
säilytysastioiden pohjalle valuvassa nesteessä bakteeripitoisuudet (aerobiset bakteerit,
koliformit, E.coli ja S. aureus) olivat korkeampia kuin leikkolihoissa.
Valmiin jauhelihan (vakioitu rasvapitoisuus) aerobiset bakteerit olivat tasolla log10 2,7–6,0
pmy/g (Scanga ym. 2000). Korkeimmat tasot olivat hyvin rasvaisessa jauhelihassa. Jauheliha,
jonka rasvapitoisuus oli korkeintaan 25 %, sisälsi aerobisia bakteereja log10 2,7–4,0.
Koliformien määrä oli log10 1,2–2,0. Jauhelihat, joiden rasvapitoisuus oli 35–50 %, sisälsivät
aerobisia bakteereja log10 5,0–6,0 ja koliformeja log10 1,5–2,0.
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3 Maitohappobakteerit lihan pilaajina
Historiallisesti maitohappobakteeriryhmän ytimen muodostavat suvut Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus ja Streptococcus (Axelsson 2004). Laajasti ottaen
maitohappobakteereihin kuuluisi noin 20 sukua, mutta käytännöllisestä ja
elintarviketeknologisesta näkökulmasta pääasialliset maitohappobakteerit kuuluvat sukuihin
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ja Weissella
(Axelsson 2004). Maitohappobakteerit kuuluvat useimpien lihan pilaantumiselle oleellisten
grampositiivisten bakteerien kanssa ns. Clostridium-haaraan. Tämän haaran bakteerien GC-
pitoisuus on alle 54 % (Davies ja Board 1998).
Maitohappobakteeria on mahdotonta määritellä yksiselitteisesti. Tyypillinen
maitohappobakteeri kuitenkin on grampositiivinen, itiöimätön, katalaasinegatiivinen,
sytokromiton, nonaerobinen, mutta aerotolerantti, kasvuympäristönsä suhteen vaativa,
happamuutta sietävä, tiukasti fermentatiivinen ja tuottaa maitohappoa sokerifermentaation
pääasiallisena lopputuotteena. Maitohappobakteerit eivät pysty muodostamaan
porfyriiniryhmiä, esimerkiksi hemiä (Axelsson 2004).
Maitohappobakteereita tavataan yleisimmin ravinteikkaissa ympäristöissä, kuten
elintarvikkeissa, mutta jotkut kuuluvat nisäkkäiden ruuansulatuskanavan ja emättimen
normaalimikrobistoon (Axelsson 2004). Liha ja lihatuotteet tarjoavat vaativille
maitohappobakteereille fermentoitavien hiilihydraattien (glukoosi, glykogeeni, glukoosi-6-
fosfaatti, riboosi) lisäksi muita tärkeitä kasvutekijöitä, kuten aminohappoja ja vitamiineja
(Davies ja Board 1998). Erityisen hyvin lihaympäristöön sopeutuneita
maitohappobakteerisukuja ovat Carnobacterium, Leuconostoc, Weissella sekä  osa
Lactobacillus-suvusta (Davies ja Board 1998). Näiden bakteerien etuna on niiden kyky
fermentoida lihan hiilihydraatteja kylmäsäilytyslämpötiloissa ja pienentyneestä hapetus-
pelkistyspotentiaalista riippumatta. Huolimatta maitohappobakteereiden vaativuudesta
ravinteiden suhteen, ne ovat huomattavan resistenttejä poikkeaville pH-arvoille, alhaiselle
vesiktiivisuudelle ja hapetus-pelkistyspotentiaalille, suolaukselle ja kuumakäsittelylle (Davies
ja Board 1998, Schillinger ym. 2006).
Maitohappobakteerit muodostavat vain pienen osan aerobisesti säilytetyn lihan tyypillisestä
psykrotrofisesta mikrobistosta (Davies ja Board 1998). Tyhjiöpakkaaminen ja kylmäsäilytys
0–1 °C:ssa kuitenkin suosivat maitohappobakteeritason huomattavaa nousua, koska
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maitohappobakteerit sietävät hiilidioksidia ja kylmyyttä. Säilytyslämpötila vaikuttaa myös
siihen, mitkä maitohappobakteereista saavat valta-aseman (Davies ja Board 1998).
Maitohappobakteerit on useissa tutkimuksissa todettu kylmäsäilytettyjen, tyhjiöön tai
suojakaasuun pakattujen lihatuotteiden erityisiksi pilaajaorganismeiksi (Borch ym. 1996,
Björkroth ym. 2000, Susiluoto ym. 2003, Björkroth ym. 2005, Vihavainen ja Björkroth 2007).
Blixt ja Borch (2002) havaitsivat tyhjiöpakatun jauhelihan lähtö-pH:n vaikuttavan
maitohappobakteereiden kasvuun siten, että jauhelihassa, jonka pH oli hieman korkeampi
??5,6) maitohappobakteerit saavuttivat maksimitasonsa 3–4 viikon kuluttua, kun matalamman
pH:n (?5,45) jauhelihassa maksimitason saavuttaminen kesti 6–8 viikkoa.
Maitohappobakteerit muodostivat valtalajiston kaikessa tutkitussa tyhjiöpakatussa
jauhelihassa. Korkeamman pH:n jauhelihaan myös ilmestyi virhehajuja aikaisemmin ja ne
voimistuivat paljon nopeammin kuin alemman pH:n jauhelihassa. Sian- ja naudanjauhelihan
välillä ei havaittu eroa, vaan erot johtuivat eläinlajista riippumatta lihastyypistä ja sen pH:sta
(Blixt ja Borch 2002). Tuoreen lihan bakteeripitoisuus rajoittaa säilyvyyttä joka tapauksessa.
pH, glukoosi-6-fosfaatti ja L-laktaatti selittivät 68 % pilaantumishajujen vaihtelusta ja pH,
glukoosi-6-fosfaatti ja glykogeeni selittivät 88 % bakteerien kokonaismäärän vaihtelusta
(Blixt ja Borch 2002).
Glukoosi on tärkein substraatti maitohappobakteereille ja siten mahdollinen pilaantumisen
indikaattori. Blixt ja Borch (2002) eivät kuitenkaan havainneet suurta korrelaatiota alun
glukoosipitoisuuksien tai säilytyksen aikana tapahtuneiden glukoosipitoisuuksien muutosten
ja pilaantumisnopeuden välillä.
Pilaajamaitohappobakteeripopulaation lajijakauma vaihtelee lihatuotteittain. Esimerkiksi
pilaantuneissa marinoiduissa broilerinkoivissa karnobakteerien osuus oli selvästi suurin
(Björkroth ym. 2005), mutta tomaattimarinoiduissa pilaantuneissa broilerisuikaleissa
karnobakteereja ei havaittu lainkaan ja leukonostokit olivat tärkeimpiä pilaajabakteereja
(Björkroth ym. 2000). Myös pilaantuneessa syvämarinoidussa pihvilihassa valtapopulaation
muodostivat leukonostokit (Vihavainen ja Björkroth 2007).
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4 Enterobakteerit lihan pilaajina
Enterobakteerit ovat laaja heimo fakultatiivisesti anaerobisia gramnegatiivisia
sauvabakteereita. Enterobacteriaceae-heimoon kuuluu kolmisenkymmentä sukua. Vaikka
enterobakteereihin kuuluu erilaisia patogeeneja, jotkin heimon bakteerit muodostavat
merkittävän pilaajaryhmän, varsinkin olosuhteissa, joissa pseudomonasten kasvu on estynyt
(Davies ja Board 1998). Lihan pilaantumiseen liittyvät suvut ovat Citrobacter, Enterobacter,
Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Proteus, Providencia ja Serratia. Merkittäviä pitoisuuksia
Salmonella-, Yersinia- ja Escherichia coli -bakteereja pilaantuneessa lihassa on myös
raportoitu (Davies 1998, Liu ym. 2006b). Termiä koliformit tai kolimuotoiset bakteerit
käytetään tarkoittamaan laktoosia fermentoivia enterobakteereja (Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter ja Citrobacter) tai laajemmin enterobakteereja (Quinn ym. 2002).
Enterobakteerit fermentoivat glukoosia ja monia muita sokereita ja ovat oksidaasinegatiivisia,
katalaasipositiivisia ja itiöimättömiä. Enterobakteerit sietävät sappisuoloja ja useimmat ovat
liikkuvia. Enterobakteerit hajottavat aminohappoja (kysteiini, kystiini ja metioniini)
muodostaen muun muassa vetysulfidia, metyylisulfidia ja dimetyylisulfidia, joiden hajua
kuvataan mädäntyneen ja rikin kaltaiseksi (Davies ja Board 1998). Enterobakteerit ovat
yleisiä ihmisen ja eläinten suolistobakteereja ja tavallisia kontaminantteja ympäristössä
(Quinn ym. 2002). Enterobakteeritasoja käytetään usein osoittamaan elintarvikehygienian
tasoa (Crowley ym. 2005). Hygieenisesti teurastetussa tuoreessa lihassa enterobakteeritasot
ovat normaalisti alhaisia (Zeitoun ym. 1994).
Tiettyjä psykrotrofisia enterobakteereja tavataan usein jäähdytetystä lihasta. Vähintään 4 °C:n
lämpötila suosii niiden kasvua (Davies ja Board 1998). Aerobisesti pakatun jauhelihan
pilaajamikrobistossa enterobakteerien on todettu olevan psudomonasten jälkeen tärkein ryhmä
(von Holy ja Holzapfel 1988). Suuresta alkusaastutuksesta, pakkauskalvon läpäisevyydestä,
säilytyslämpötilasta ynnä muista syistä enterobakteerit voivat toisinaan muodostaa suuria
populaatioita tyhjiöpakatussakin lihassa (Davies ja Board 1998). Normaalia korkeamman
pH:n lihassa (DFD-lihassa) Serratia liquefaciens, Serratia putrefaciens, Hafnia alvei ja
Yersinia spp. voivat kilpailla tehokkaasti pilaajapopulaatiota normaalisti hallitsevien
maitohappobakteerien kanssa ja aiheuttaa lihan pilaantumisen tuottamalla vetysulfidia ja
aiheuttamalla lihan vihertymisen (Davies ja Board 1998, Doyle ja Beuchat 2007). Yersinia
enterocolitica voi muodostaa tyhjiöpakatussa lihassa merkittävän osan mikrobipopulaatiosta,
mikä aiheuttaa ihmisille terveysvaaran (Doyle ja Beuchat 2007).
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Enterobakteereilla voi olla merkitystä myös suojakaasupakatun lihan pilaantumisessa.
Skandamis ja Nychas (2001) totesivat pilaantuneessa suojakaasupakatussa jauhelihassa
enterobakteereja lähes yhtä paljon kuin maitohappobakteereja, noin log10 7 pmy/g. Bosilevac
ym. (2004) taas havaitsivat, että enterobakteeritasot suojakaasupakatussa jauhelihassa olivat
tasoa log10 3–4 pmy/g koko säilytysajan. Tavallisesti enterobakteerimäärät ovat
suojakaasupakatussa lihassa maitohappobakteerien määriä pienempiä (Zeitoun ym. 1994,
Björkroth ym. 2005).
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5 Jauhelihaan liittyvää lainsäädäntöä
Jauhelihan valmistus tapahtuu joko teollisuuslaitoksessa tai vähittäismyyntipaikassa.
Jauhelihaa valmistavalla laitoksella on oltava tätä varten erillinen hyväksyntä (MMMa
37/EEO/2006, liite 2, luku 1.5.). Jauhelihan raaka-aineena saa käyttää vain luustolihaksia,
niihin liittyvät rasvakudokset mukaan luettuna (EY/853/2004, liite III, V jakso, II luku,
KTMp 138/1996, 7?§). Raaka-aineena saa käyttää tuoretta tai pakastettua lihaa.
Jauhelihaerään ei saa sekoittaa eri-ikäisiä lihoja, koska teurastuspäivä pitää pystyä
myöhemminkin selvittämään. Teollisuuslaitos voi kuitenkin lisätä tuoreiden raaka-aineiden
joukkoon pienen määrän pakastettua lihaa jäähtymisen nopeuttamiseksi (37/EEO/2006, liite
2, luku 1.5.).
Jauhelihan koostumuksesta koskien suurinta sallittua rasvapitoisuutta ja sidekudosproteiinin
osuutta kokonaisproteiinista on määräyksiä (138/1996, 8?§). Nämä määräykset eivät koske
vähittäismyyntipaikassa valmistettua jauhelihaa. Jauheliha on valmistettava 3–15 päivän
kuluessa teurastamisesta eläinlajista riippuen, kun raaka-aineena käytetään pakastamatonta
lihaa. Pakastettuna raaka-aineita saa säilyttää useita kuukausia (37/EEO/2006, liite 2;
EY/853/2004, liite III, V jakso, III luku).
Jauhelihan valmistukseen käytettävän lihan sisälämpötila saa valmistuksen aikana olla
enintään 7 °C, jos lihan käsittely kestää korkeintaan tunnin. Jos lihan käsittely kestää yli
tunnin, saa lihan sisälämpötila olla valmistuksen aikana enintään 4 °C. Kokoliha on
varastoitava alle 7 °C:n lämpötilassa, siipikarjanliha kuitenkin korkeintaan 4 °C:n
lämpötilassa. Jäähdytetty jauheliha puolestaan on varastoitava alle 2 °C:n lämpötilassa.
(EY/853/2004, liite III, V jakso, III luku; 37/EEO/2006, liite 2).
Terveydensuojeluasetuksen (1280/1994) 27 §:n ja KTM:n päätöksen (138/1996) 3 §:n
mukaan vähittäismyyntipaikassa liha ja lihatuotteet on säilytettävä siten, että niiden lämpötila
on enintään 6 °C. Pidettäessä kaupan lihaa ja lihatuotteita saa niiden lämpötila olla enintään 7
°C. 1.1.2009 alkaen jauheliha on vähittäismyyntipaikassa säilytettävä alle 4 °C:ssa (Eräiden
elintarvikehuoneistojen elintarvikehygienia -asetus, 905/2007, 7 ja 20 §). Kaupan itse
jauhamaa jauhelihaa saa myydä valmistuspäivänä ja sitä seuraavana päivänä (905/2007 13 §).
Teollisesti valmistetun jauhelihan mikrobiologisesta laadusta säädetään komission
asetuksessa EY/2073/2005 (liite 1,  2.luku). Valmistusprosessin lopussa  aerobisten mikro-
organismien pesäkeluvulle on säädetty raja-arvot m = 5 × 105 pmy/g ja M = 5 × 106 pmy/g. E.
colille m = 50 pmy/g ja M = 500 pmy/g. Testituloksia tulkittaessa tulos on hyvä, jos kaikki
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todetut arvot ovat < m, välttävä, jos enintään c/n arvoa on välillä m–M ja muut todetut arvot
ovat  <  m,  huono,  jos  yksi  tai  useampi  todetuista  arvoista  on  >  M tai  jos  enemmän kuin  c/n
arvoa on välillä m–M. n ja c viittaavat näytteiden määrään. Aerobisille mikro-organismeille n
= 7 ja c = 5, E.colille n = 8 ja c = 5.
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6 Jauhelihan laatu viranomaistarkastuksissa
Jauheliha on Suomessa erittäin yleinen elintarvikevalvonnan kohde ja yleisesti ollaan sitä
mieltä, että jauhelihan hygieeninen taso kuvaa myös yleisesti kaupan hygieenistä tasoa
(Närhinen 1993). Jauhelihan mikrobiologisiin perustutkimuksiin elintarvikevalvonnassa
kuuluu aerobisten bakteerien pitoisuuden määrittäminen sekä Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ja Salmonella spp. -bakteerien pitoisuuksien määritykset
(Elintarvikevirasto 2002). Mikrobiologisia lisätutkimuksia tehdään tarvittaessa. Näihin
kuuluvat maitohappobakteerimääritykset (tyhjiö-/suojakaasupakatuilla tuotteilla), Yersinia
enterocolitica ja Clostridium perfringens -bakteerien määritykset (Elintarvikevirasto 2002).
Näitä tutkimuksia voidaan tehdä projektiluontoisesti, samoin kuin näytteen lihalajien
painosuhteiden ja rasvapitoisuuden määrityksiä (Anonyymi 1992).
Jauhelihanäytteen hygieenisen laadun arvostelussa aistinvarainen arviointi kuuluu
perustutkimuksiin (Elintarvikevirasto 2002). Elintarvikevalvonnan näytteistä tulee aina tehdä
myös aistinvarainen arviointi. Näyte on mahdollista todeta ihmisravinnoksi sopimattomaksi jo
pelkän aistinvaraisen arvioinnin perusteella (Elintarvikevirasto 2002). Myös pH-arvon
määritys on osa perustutkimuksia.
Vähittäismyymälässä kaupan pidettävän jauhelihan mikrobiologiselle laadulle ei ole
lainsäädännöstä tulevia raja-arvoja, toisin kuin teollisesti valmistetulle jauhelihalle
valmistusprosessin lopulla. Arvostelun yhtenäistämiseksi laboratorioeläinlääkäreiden
neuvottelu- ja koulutuspäivillä on kuitenkin sovittu mikrobiologisista ohjearvoista
(Elintarvikevirasto 2002). Suosituksena on, että mikrobiologisten tutkimusten tulosten
perusteella annettavissa lausunnoissa käytetään kolmiportaista arvostelua: hyvä-välttävä-
huono. Jos jauhelihan (tai muun elintarvikkeen) mikrobipitoisuus on pienempi kuin alempi
ohjearvo (m), jauhelihan laatu arvostellaan hyväksi. Jos mikrobipitoisuus on alemman ja
ylemmän ohjearvon välissä (m-M), jauheliha arvostellaan laadultaan välttäväksi. Jauheliha,
jonka mikrobipitoisuus on suurempi kuin ylempi ohjearvo (M), arvostellaan laadultaan
huonoksi. Lisäksi on erikseen todettava, jos jauheliha arvioidaan ihmisravinnoksi
sopimattomaksi (Elintarvikelaki 361/1995 4 §). Jauhelihalle vähittäismyymälässä annetut
ohjeelliset raja-arvot ovat aerobisten bakteerien osalta seuraavat: m = 5 x 106 pmy/g ja M = 5
x 107 pmy/g. Lämpökestoisten koliformisten bakteerien osalta m = 102 pmy/g  ja  M  =  103
pmy/g (Elintarvikevirasto 2002).
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Vähittäiskaupassa jauhelihan raaka-aineena saatetaan käyttää tiskillä ollutta kokolihaa, joka ei
ole mennyt sellaisenaan kaupaksi (Anonyymi 1992, Hokkanen ym. 2002). Runsaasti
bakteereja sisältävän kokolihan käyttö raaka-aineena vaikuttaa merkittävästi jauhelihan
aerobisten bakteerien tasoon. Mikkelissä (Närhinen 1993)  pyrittiin tutkimaan, onko
jauhelihan raaka-aine ollut myynnissä palana ennen jauhamista. Tätä ei pystytty varmuudella
osoittamaan yhdessäkään tutkituista paikoista. Jauhelihan aerobisten bakteerien taso on
keskimäärin 1 log10 pmy/g korkeampi kuin raaka-aineen (Anonyymi 1992). Kun jauhelihan
raaka-aineena käytetään runsaasti tyhjiöpakattua leikkolihaa ja kylmäketjut ovat riittävän
pitkiä, suuri osa kaupankin pakkaaman jauhelihan kokonaisbakteereista voi koostua
maitohappobakteereista (Anonyymi 1992).
Kaupan jauhamaa jauhelihaa saa nykyään myydä valmistuspäivänä ja sitä seuraavana päivänä.
Aikaisemmin jauhelihaa sai joitakin poikkeuksia lukuun ottamatta myydä vain
valmistuspäivänä, mutta valvonnassa on esimerkiksi havaittu, että 75 prosentissa tapauksista
viimeiseksi myyntipäiväksi merkittiin asetuksen hengen vastaisesti automaattisesti seuraava
päivä (Närhinen 1993) .
Mikkelissä 1992 (Närhinen 1993)  jauhelihan säilytyslämpötiloissa kaupassa ei todettu 6 °C:n
ylityksiä. Kaupan pidettävän jauhelihan osalta 13 prosenttia tapauksista ylitti säädetyn 7 °C:n
lämpötilan, kun lämpötila mitattiin kylmäkalusteista. Jauhelihan sisälämpötilat olivat yli 7 °C
42 prosentissa tapauksista. Jauhelihalajit eivät vastanneet ilmoitettua 12 prosentissa
tapauksista.
Helsingissä havaittiin vuonna 2002 (Hokkanen ym. 2002) runsaasti lämpötilojen ylityksiä
myymälöissä. Myymälässä valmistetun jauhelihan lämpötilat vaihtelivat välillä 1,9 °C – 12,6
°C. 21 % tapauksista ylitti 7 °C:n lämpötilan. Teollisen jauhelihan osalta valmistajan
ilmoittama säilytyslämpötila, joka oli valmistajasta riippuen 2–6 °C, ylittyi 43 prosentissa
tapauksista. Kaikkien teollisen jauhelihan myyntikalusteiden lämpötilat olivat kuitenkin
korkeintaan 7 °C.
Helsingissä jauhelihan mikrobiologinen laatu oli vuonna 2002 parempi kuin vuosina 1990–
1993 ja 1997 tehdyissä vastaavissa tutkimuksissa (Hokkanen ym. 2002). Rasvapitoisuudet
olivat myös jonkin verran aiempaa pienempiä ollen kaikissa näytteissä alle säädettyjen raja-
arvojen. Sen sijaan sidekudosproteiinin osuus kokonaisproteiinista oli aiempaa korkeampi
lukuun ottamatta teollista naudanjauhelihaa. Teollisen jauhelihan rasvapitoisuus ja proteiinin
sidekudospitoisuus todettiin suuremmiksi kuin myymälöissä valmistetun jauhelihan.
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Helsingissä 2002 (Hokkanen ym. 2002) 75 % jauhelihanäytteistä luokiteltiin mikrobiologisten
tulosten perusteella hyvälaatuisiksi, 22 % tyydyttäviksi ja 3 % huonoiksi. Aistinvaraisessa
tutkimuksessa 79 % jauhelihoista todettiin hyvälaatuisiksi. Teollisen jauhelihan aistinvarainen
laatu oli selvästi myymälässä valmistettua parempaa. Merkittävimmät virheet todettiin
myymälöiden sekajauhelihoissa, joista 10 % luokiteltiin voimakkaan sivuhajun takia
huonoiksi.
Teollisesti valmistetun jauhelihan kokonaishygieeninen laatu havaittiin Helsingissä
paremmaksi kuin myymälässä valmistetun (Hokkanen ym. 2002). Teollisesti valmistetuista
sekajauhelihoista 80 % oli hyvälaatuista, kun myymälässä valmistetuista jauhelihoista
hyvälaatuisia näytteitä oli vain 55 %. Naudanjauhelihan vastaavat osuudet olivat 95 % ja 83
%. Elleivät muutamat ulosteperäisten bakteerien löydökset olisi heikentäneet teollisen
jauhelihan kokonaisarviota, ero olisi ollut vieläkin suurempi. Erot saattavat johtua raaka-
aineesta, eli siitä että kaupassa saatetaan jauhaa myymättä jäänyttä kokolihaa. Sekajauhelihan
huonompi laatu liittynee siihen, että se käy useamman käsittelyvaiheen läpi kuin
naudanjauheliha.
Oulussa toteutetussa valvontaprojektissa (Oulun seudun ympäristövirasto 2008)  myymälässä
valmistetuista jauhelihoista 72 % oli mikrobiologiselta laadultaan hyviä ja 28 % välttäviä.
Teollisista jauhelihoista 75 % oli mikrobiologiselta laadultaan hyviä, 19 % välttäviä ja 6 %
huonoja. Myyntitiskien lämpötilojen havaittiin vaihtelevan tiskien eri osissa. Jauhelihoista
mitattiin 1–6 astetta korkeampia lämpötiloja kuin mitä myyntikalusteen oma mittari näytti.
Korkein mitattu lämpötila oli +8 °C.
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7 Tutkimuksen tarkoitus
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää maitohappo- ja enterobakteerien merkitystä
jauhelihan pilaajina määrittämällä näiden bakteerien tasot sekä tunnistamalla tärkeimmät
maitohappobakteerilajit suojakaasupakatussa jauhelihassa viimeisenä käyttöpäivänä ±1 vrk.
Lisäksi tutkittiin jauhelihan aistinvaraista laatua ja pH-arvoja.
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8 Aineisto ja menetelmät
8.1 Jauheliha
Jauhelihaa valmistava teollisuuslaitos toimitti viidessä erässä sikanautajauhelihaa (sis. sikaa
80 %, nautaa 20 %, rasvapitoisuus enintään 22 %) 400 gramman kuluttajapakkauksissa. Tuote
oli pakattu suojakaasuun, jossa valmistajan antaman tiedon mukaan oli happea 65 % ja
hiilidioksidia 35 %. Paketit säilytettiin +6 ºC:ssa tutkimuksiin asti. Taulukossa 1 on esitetty
jauhelihapakettien myyntiajat sekä tutkimuspäivät.
Taulukko 1. Näytteiden myyntiajat ja tutkimuspäivät
Paketin numero Myyntiaika (vrk) Tutkimuspäiväa
1-4 8 -1
5-8 9 +1
9-12 9 +1
13-16 10 +1
17-20 9 +1
a vuorokautta viimeisestä käyttöpäivästä
8.2 Näytteiden esikäsittely ja laimennus
Ennen jauhelihapakettien avaamista tehtiin huomiot paketin ulkonäöstä ja jauhelihan väristä.
Paketti avattiin steriileillä saksilla. Näytteeksi otettiin steriileillä atuloilla 25 grammaa
jauhelihaa lihan pinnan eri kohdista suodatinpussilliseen Stomacher-pussiin (Seward Ltd,
Worthing, Iso-Britannia). Stomacher-pussiin lisättiin 225 ml huoneenlämpöistä peptoni-
suolavettä (peptonia 0,1 %, natriumkloridia 0,85 %).
Näytteitä homogenoitiin Stomacher 400 -sekoittajalla (Seward) 60 sekuntia
normaalinopeudella. Näin saadusta 10-1 -laimennoksesta valmistettiin edelleen
kymmenkertaiset laimennokset 99 ml:n peptonisuolavesipulloihin ja 9 ml:n
peptonisuolavesiputkiin. Laimennossarja tehtiin laimennokseen 10-7 asti.
8.3 Jauhelihan aistinvarainen arviointi
Mikrobiologisen näytteenoton jälkeen 4–5-henkinen raati arvioi jauhelihojen ulkonäön ja
hajun 5-portaisella laatuasteikolla, jossa 5 = Erinomainen; 4 = Hyvä; 3 = Tyydyttävä, lievä
virhe; 2 = Selvä virhe; 1 = Voimakas virhe / täysin pilalla. Laadussa havaitut virheet
(laatuluokat 1–3) kuvattiin sanallisesti. Arvioinnissa käytettiin tuoretta jauhelihapakettia
vertailunäytteenä.
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8.4 Näytteiden viljely, maljojen inkubointi ja pesäkkeiden laskenta
Maitohappobakteerit viljeltiin deMan-Rogosa-Sharpe-alustalla (MRS, Oxoid Ltd,
Basingstoke, Iso-Britannia). Pintalevitysviljely tehtiin pipetoimalla MRS-maljoille 100 ?l
laimennoksista 10-4 – 10-7 (neljä MRS-maljaa / näyte).
MRS-maljoja inkuboitiin 5 vuorokautta 25 °C:ssa anaerobikolvissa Anaerogen-pussin
(Oxoid) kanssa. Näytteen maitohappobakteeritason määrittämiseksi pesäkkeet laskettiin
maljoilta pesäkelaskurin avulla. Laskennassa huomioitiin maljat, joilla kasvoi 10–180
pesäkettä.
Enterobakteeritasot määritettiin maljavalutekniikalla laimennoksista 10-1–10-4 violettipuna-
sappi-glukoosi-alustalla (VRBGA, Lab M Ltd, Bury, Iso-Britannia). Maljoja inkuboitiin 25
°C:ssa 1–3 vuorokautta, jonka jälkeen pesäkkeet laskettiin. Laskennassa huomioitiin violetit
pesäkkeet, joita ympäröi violetti kehä, sellaisilta majoilta, joilla kasvoi 10–150 pesäkettä.
Kutakin maljaa kohden varmistettiin 10–15 pesäkettä oksidaasikokeella.
8.5 Maitohappobakteeripesäkkeiden poimiminen tunnistusta varten
Kustakin näytteestä poimittiin sattumanvaraisesti jatkoon 20 pesäkettä. Pesäkkeet poimittiin
suurimman laimennoksen maljalta, jolla kasvoi vähintään kymmenen pesäkettä ja tarvittaessa
seuraavalta pienemmän laimennoksen maljalta. Pesäkkeet siirrostettiin MRS-liemiputkiin
(Difco, BD Biosciences, Le Pont de Claix, Ranska) ja inkuboitiin 25 °C:ssa 1-3 vrk. Liemestä
tehtiin pintaviljely MRS-maljalle, jolta siirrostettiin pesäke takaisin liemeen kasvamaan
DNA-eristystä varten.
8.6 Maitohappobakteerien tunnistaminen perustuen 16S- ja 23S-
rRNA-geenien restriktiofragmenttien monimuotoisuuteen
8.6.1 DNA:n eristys
DNA:n eristykseen käytettiin Pitcherin ym. (1989) guanidiumtiosyanaattimenetelmää, jota on
muunneltu paremmin maitohappobakteereille sopivaksi (Björkroth ja Korkeala 1996a).
Bakteerisolut kerättiin MRS-liemiviljelmistä sentrifugoimalla eppendorfputkissa 1,5–2 ml
13000 rpm 4 minuuttia. Soluseinän hajottamiseksi solupellettien päälle pipetoitiin
supernatantin poistamisen jälkeen 100 ?l lysotsyymi-mutanolysiini-TE10:1-RNAasi-liuosta.
Liuoksessa oli lysotsyymiä (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA), mutanolysiiniä (Sigma),
Tris-EDTA-puskuria (TE; 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,5) ja RNAasia (Sigma)
suhteessa 1 : 0,5 : 0,5 : 0,2. Putket vorteksoitiin ja reaktioseosta inkuboitiin 37 °C:ssa 1,5
tuntia.
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Proteiinien denaturoimiseksi seoksiin lisättiin 500 ?l GES-reagenssia (kokonaistilavuus 100
ml sisältää veteen liuotettuna 60 g guanidiumtiosyanaattia, 20 ml 0,5 M EDTA:ta, (pH 7,5), 5
ml sarkosyyliä) ja käänneltiin putkia. Seokset laitettiin 5 minuutiksi jäihin, jonka jälkeen
lisättiin 250 ?l 7,5 M jääkaappikylmää ammoniumasetaattia, sekoitettiin ja pidettiin jäissä 10
minuuttia proteiinien saostamiseksi. Seuraavaksi lisättiin 500 ?l kloroformi-2-pentanolia
(24:1), uuttoseosta ravisteltiin voimakkaasti ja sentrifugoitiin 13000 rpm 10 minuuttia.
Kloroformiuuton seurauksena nukleiinihappoliuos erottuu yläfaasiin, saostuneet proteiinit
keskifaasiin ja kloroformi painuu pohjalle. Yläfaasi (n. 700 ?l) siirrettiin uusiin
eppendorfputkiin ja DNA saostettiin sekoittamalla DNA-liuokseen 380 ?l jääkylmää
isopropanolia. Putkia sentrifugoitiin 13000 rpm 4 minuuttia, jonka jälkeen supernatantti
kerättiin pois. Lopuksi DNA-pelletit pestiin 70-prosenttisella etanolilla kolmeen kertaan ja
kuivattiin.
8.6.2 DNA:n restriktioentsyymidigestio
DNA-pelletit liuotettiin steriiliin veteen (30-100 ?l) yön yli. DNA-pitoisuus mitattiin
spektrofotometrillä (Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, Wilmington, USA).
Spektrofotometrin tulosten perusteella laskettiin 8 ?g DNA:ta sisältävä tilavuus. 0,6 ml:n
eppendorfputkiin pipetoitiin vettä, 4 ?l puskuria (NEBuffer2, New England Biolabs, Beverly,
USA), DNA ja lopuksi 6 ?l HindIII-restriktioentsyymiä (New England Biolabs).
Kokonaistilavuus oli aina 40 ?l. Reaktioseoksia inkuboitiin 37 °C:ssa 2 tuntia, jonka jälkeen
digesteihin lisättiin geelinlatausväriainetta (Ficoll paque, Amersham Biosciences, Uppsala,
Ruotsi) 10 ?l. Digestit joko eroteltiin agaroosigeeliajossa heti tai säilytettiin pakastimessa (-20
°C) ajoon asti.
8.6.3 Agaroosigeelielektroforeesi
0,8-prosenttinen ajogeeli valmistettiin iDNA-agaroosista (BioWhittaker Molecular
Applications, Rockland, USA) ja 1 × TAE-puskurista (Amresco Inc., Solon, USA,  sis. 0,023
M Trisiä, 0,017 M Tris-asetaattia, 0,001 M EDTA:ta). Ennen valamista geeli värjättiin
etidiumbromidilla (Amresco). Ajopuskurina käytettiin 1 × TAE-liuosta. Digestiä pipetoitiin
kaivoon 18 ?l ja digoksigeniinileimattua II-markkeria (Roche Diagnostics, Mannheim, Saksa)
molekyylipainomittareille varattuihin kaivoihin 10 ?l. Ajoaika oli 16 tuntia ja -jännite 25 V.
8.6.4 DNA:n siirto nailonkalvolle (Southern blotting)
Toisistaan erottuneet DNA-fragmentit siirrettiin geelistä nailonkalvolle vakuumisiirtolaitteen
(Vacugene, Pharmacia; Uppsala, Ruotsi) avulla. Siirron aikana geeli käsiteltiin ensin
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depurinaatioliuoksella (0,25 M HCl). Käsittely hydrolysoi puriiniemäkset DNA:sta, jolloin
DNA-fragmentit pienenevät ja siirtyvät helpommin kalvolle. Seuraavaksi geeli denaturoitiin
0,5 M NaOH + 1,5 M NaCl -liuoksella, ja DNA erottui yksijuosteiseksi. Geeli neutraloitiin
1,0 M Tris + 1,5 M NaCl -liuoksella. Lopuksi geeli peitettiin suolaliuoksella (20×SSC) ja
huuhdeltiin laimeammalla liuoksella (4×SSC). Kalvon kuivuttua se säteilytettiin UV-uunissa
(Spectrolinker XL-1000 UV crosslinker, Spectronics Corporation, Westbury, USA) DNA-
juosteiden kiinnittämiseksi kalvolle.
8.6.5  Nailonkalvon hybridisointi 3'- ja 5'-päistään leimatuilla
oligonuklotidikoettimilla ja värjäys
Nailonkalvo esihybridisoitiin 53 °C:ssa vähintään 20 minuuttia 10 ml:lla
esihybridisaatioliuosta (25 ml 20 X SSC, 2,0 g Blocking-reagenssia (Roche), 1 ml 10 %
sarkosyyliä, 200 ?l 10 % SDS per 100 ml). Esihybridisaatioliuos kiinnittyy kalvon vapaisiin
kohtiin, joihin ei ole sitoutuneena yksijuosteista DNA:ta. Ilman esihybridisaatiota koetin
kiinnittyisi vapaisiin paikkoihin ja tausta tummuisi. Varsinainen hybridisaatio tehtiin
16S+23S-koettimilla (Oligo mix probe, Roche) 53 °C:ssa yön yli. Koettimet on leimattu
digoksigeniinileimalla, jonka avulla sitoutumiskohdat saadaan näkyviksi myöhemmin
tehtävässä värjäyksessä. Ennen käyttöä koettimet denaturoitiin 65 °C:ssa 15 minuuttia.
Denaturoitaessa koettimen DNA-juosteet erkanevat ja ne voivat kiinnittyä nailonkalvolla
oleviin yksijuosteisiin DNA-fragmentteihin. Nailonkalvo pestiin hybridisoinnin jälkeen
löyhästi sitoutuneiden koetinmolekyylien irrottamiseksi.
Nailonkalvoa inkuboitiin 30 minuuttia vasta-ainekonjugaattiliuoksessa (Anti-Digoxigenin-
AP, Fab fragments, Roche), jolloin vasta-aine kiinnittyi koettimen digoksigeniinileimaan.
Vasta-aine on konjugoitu AFOS-entsyymillä (alkaalinen fosfataasi). Seuraavaksi nailonkalvo
pestiin ja siirrettiin värjäysliuokseen (NBT/BCIP, Roche), jonka annettiin vaikuttaa pimeässä,
kunnes sormenjälkikuvio oli kehittynyt. Lopuksi nailonkalvo huuhdeltiin TE 10:1 -liuoksella
30 minuutin ajan värireaktion pysäyttämiseksi ja kuivattiin. Värjäysliuoksessa NBT toimii
AFOS:n substraattina, joka tuottaa tummansinisen värin defosforylaation jälkeen
oksidaatioreaktiossa. BCIP toimii oksidanttina ja tuottaa myös tummansinisen värin. Näin ne
DNA-fragmentit, joihin on kiinnittynyt koetin-vasta-aine-väriaine -kompleksi, ilmestyvät
näkyviin, jolloin nämä fragmentit muodostavat ns. ribokuvion.
8.6.6 Ribotyyppien analysointi
Maitohappobakteerilajien tunnistaminen perustuu niiden ribokuvioiden sijoittumiseen
suhteessa tyyppikantojen ribokuvioihin dendrogrammissa, mikä todetaan numeerisen
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laskennan avulla. Ribokuviot skannattiin BioNumerics-ohjelmaan (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgia) tiff-tiedostoina. Kuviot normalisoitiin molekyylipainomarkkereiden
liikkuvuuden perusteella ja luotiin samankaltaisuusmatriisi. Ribokuvioiden välistä
samankaltaisuutta kuvattiin Dice-kerroinkorrelaation avulla. Ohjelma muodostaa
sormenjäljistä numeerisen matriisin, jossa muuttuja on 1 tai 0 sen mukaan, onko kyseisessä
kohdassa ribokuviota (”viivaa”) vai ei. Dendrogrammin (Kuva 1) luomiseen käytettiin
UPMGA-klusterointia (unweighted pair group method using arithmetic averages) eli
näytekannat ryhmiteltiin samankaltaisuuden mukaan tyyppikantojen kanssa.  Vertailuun
käytettiin Helsingin yliopiston eläinlääketieteellisen tiedekunnan elintarvike- ja
ympäristöhygienian laitoksen tietokantaa, joka sisältää yhteensä noin 7000 kannan ribotyypit
ja kaikkien oleellisten Carnobacterium-, Lactobacillus-, Leuconostoc-, Enterococcus- ja
Weissella-lajien ribokuviot.
Leuconostoc
Leuconostoc
Lactobacillus
Lactobacillus
Carnobacterium
Brochothrix
Carnobacterium
Lactococcus
mesenteroides
carnosum
sakei
algidus
maltaromaticum
thermosphacta
divergens
plantarum
Leuconostoc NCFB 2775T
DSM 20484T
JL16-20
JL2-17
NCFB 2776T
CCUG 34545T
JL14-19
JL7-5
DSM 15638T
ATCC 35586 T
JL10-7
JL8-4
CCUG 3507T
ATCC 35677 T
JL10-3
JL20-18
LMG 8517T
I
I
II
II
III
IV
IV
V
VI
VI
VII
VII
VIII
VIII
IX
IX
X
X
V
Maitohappobakteerilaji Kanta
Leuconostoc
gelidum
gasicomitatum
JL8-6
JL18-7
LMG 18811T III
Ribotyyppi100%6040
Samankaltaisuus %
Kuva 1. Osa maitohappobakteerien tunnistamisessa käytettyä dendrogrammia
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9 Tulokset
9.1 Maitohappobakteeritasot  ja enterobakteeritasot
Jauhelihanäytteissä maitohappobakteeritasot vaihtelivat välillä 1,1 × 107 – 4,9 × 108 pmy/g
ollen keskimäärin 1,9 × 108 pmy/g (Taulukko 2). Enterobakteeritasot vaihtelivat välillä 9,0 ×
102 – 9,0 × 104 pmy/g ollen keskimäärin 1,4 × 104 pmy/g (Taulukko 2). Maitohappo-
bakteeripitoisuudet olivat poikkeuksetta suurempia kuin enterobakteeripitoisuudet.
Taulukko 2. Maitohappo- ja enterobakteeritasot (pmy/g) sekä pH-arvot
Näyte Maitohappobakteeritasot Enterobakteeritasot pH-arvot
1 5,1 × 107 1,2 × 103 5,7
2 6,2 × 107 9,0 × 102 5,7
3 8,2 × 107 1,8 × 103 5,6
4 7,1 × 107 1,3 × 103 5,6
5 2,9 × 108 3,1 × 104 5,6
6 3,4 × 108 4,2 × 104 5,6
7 4,0 × 108 9,0 × 104 5,6
8 4,9 × 108 3,8 × 104 5,7
9 1,1 × 107 1,9 × 103 5,9
10 3,3 × 107 1,2 × 103 5,9
11 1,3 × 107 1,5 × 103 6,2
12 2,6 × 107 1,0 × 103 5,9
13 2,9 × 108 1,1 × 103 5,7
14 1,2 × 108 1,5 × 103 5,7
15 2,0 × 108 1,8 × 103 5,7
16 2,6 × 108 1,3 × 103 5,7
17 2,9 × 108 2,0 × 104 5,8
18 3,0 × 108 2,2 × 104 5,8
19 2,8 × 108 1,1 × 104 5,8
20 2,7 × 108 1,6 × 104 5,8
9.2 Jauhelihan aistinvarainen arviointi
Kaikki tutkittavat paketit saivat ulkonäön (väri, koostumus) perusteella vähintään tyydyttävän
arvosanan (3) (Taulukko 3). Hyvän arvosanan (4) sai 8 pakettia. Ulkonäössä havaitut virheet
liittyivät jauhelihan punaisuuden katoamiseen ja jauhelihan harmaantumiseen.
Aistinvaraisessa tutkimuksessa 3 jauhelihapaketissa havaittiin selvä virhehaju. 10 paketissa
haju sai tyydyttävän arvosanan lievän hajuvirheen takia. Raatilaiset kuvailivat hajua
härskiintyneeksi, voimaiseksi tai rahkaiseksi.
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Taulukko 3. Jauhelihan aistinvarainen arviointi
Paketin
numero
Ulkonäkö, arvosana
(vaihteluväli) a
Haju, arvosana
(vaihteluväli)
1 Hyvä (4–5) Hyvä (3–4)
2 Hyvä (4–5) Hyvä (3–4)
3 Hyvä (4–5) Hyvä (2–4)
4 Hyvä (4–5) Hyvä (3–4)
5 Tyydyttävä (2–4) Selvä virhe (1–3)
6 Tyydyttävä (2–4) Tyydyttävä (2–4)
7 Tyydyttävä (2–4) Selvä virhe (1–3)
8 Tyydyttävä (2–4) Tyydyttävä (2–4)
9 Hyvä (4–4) Tyydyttävä (2–4)
10 Hyvä (4–4) Hyvä (2–4)
11 Hyvä (4–4) Tyydyttävä (2–4)
12 Hyvä (4–4) Hyvä (3–4)
13 Hyvä (3–4) Tyydyttävä (3–4)
14 Tyydyttävä (3–4) Tyydyttävä (2–4)
15 Hyvä (3–4) Hyvä (3–4)
16 Tyydyttävä (3–4) Tyydyttävä (3–4)
17 Hyvä (3–4) Selvä virhe (2–3)
18 Hyvä (3–4) Tyydyttävä (2–3)
19 Hyvä (3–4) Tyydyttävä (2–4)
20 Hyvä (3–4) Tyydyttävä (2–3)
a Laatuluokat: 5 = Erinomainen; 4= Hyvä; 3= Tyydyttävä, lievä virhe; 2 = Selvä virhe;
  1 = Voimakas virhe / täysin pilalla
9.3 pH-arvot
pH-arvot vaihtelivat välillä 5,6 – 6,2. pH-arvot on esitetty taulukossa Taulukko 1.
9.4 Maitohappobakteerien lajinmääritys
Tässä tutkimuksessa poimittiin jatkoon yhteensä 400 maitohappobakteeri-isolaattia.
Tutkimusprojektin aikana (kesä-elokuu 2008) ribotyypitysperusteinen lajitunnistus ehdittiin
tuottaa yhteensä 364 isolaatista. Yleisin maitohappobakteeri oli Leuconostoc gasicomitatum ja
toiseksi yleisin Leuconostoc gelidum. 15 isolaattia osoittautui ribotyypitystietokannan avulla
Brochothrix thermospactaksi, joka ei ole maitohappobakteerilaji.
Ribotyypityksen tulokset on esitetty taulukossa 4. Kuvassa 1 näkyy esimerkinomaisesti osa
lajitunnistuksessa käytettyä dendrogrammia, jossa jauhelihasta eristytetyt maitohappo-
bakteerikannat (JL) ryhmittyvät samaa lajia edustavan  tyyppikannan rinnalle muodostaen
klusterin.
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Taulukko 4. Maitohappobakteerilajien osuudet jauhelihassa
Laji n Osuus
Leuconostoc gasicomitatum 203 58 %
Leuconostoc gelidum 70 20 %
Carnobacterium divergens 34 10 %
Carnobacterium maltaromaticum 14 4 %
Lactococcus spp. 11 3 %
Leuconostoc mesenteroides 7 2 %
Lactobacillus algidus 5 1 %
Lactobacillus sakei 2 1 %
Leuconostoc carnosum 2 1 %
tunnistamattomia 1 0 %
yhteensä 349 100 %
36
10 Pohdinta
Jauhelihanäytteiden maitohappobakteeripitoisuudet olivat korkeita, keskimäärin 1,9 × 108
pmy/g. Tällaiset bakteeripitoisuudet raa’assa lihassa liittyvät pilaantumismuutosten
ilmaantumiseen (Gill 1996, Davies ja Board 1998, Gram ym. 2002). Jos jauhelihan
maitohappobakteeripitoisuudet rinnastetaan Elintarvikeviraston (2002) suositusten mukaisiin
aerobisten bakteerien pitoisuuksiin, voidaan sanoa, että 20 jauhelihasta 16 oli
mikrobiologiselta laadultaan huonoa ja 4 tyydyttävää. Maitohappobakteerien pitoisuudet
pilaantuneissa tai lähes pilaantuneissa suojakaasupakatuissa lihatuotteissa ovat olleet
aikaisemmissa tutkimuksissa 106–1010 pmy/g (Björkroth ym. 2000, Skandamis 2001,
Susiluoto ym. 2003, Björkroth ym. 2005, Vihavainen ja Björkroth 2007), joten jauhelihoista
nyt todettuja pitoisuuksia voidaan pitää tyypillisinä lähellä pilaantumista olevalle tai
pilaantuneelle lihalle.
Enterobakteeritasot olivat keskimäärin 1,4 × 104 pmy/g. Enterobakteeripitoisuudet olivat 4
logaritmista yksikköä pienempiä kuin maitohappobakteeripitoisuudet.
Maitohappobakteereihin verrattuna enterobakteeripitoisuudet olivat niin pieniä, ettei
enterobakteereilla todennäköisesti ollut jauhelihan aistinvaraisen laadun kannalta juuri
merkitystä. Verrattuna aikaisemmin suojakaasupakatusta pilaantuneesta lihasta todettuihin
enterobakteeripitoisuuksiin nyt havaitut määrät olivat samaa tasoa tai pienempiä (Skandamis
ja Nychas 2001, Bosilevac ym. 2004, Björkroth ym. 2005). Koska enterobakteeripitoisuus ei
sovellu patogeenisaastutuksen osoittajaksi (Crowley ym. 2005), enterobakteerien merkitystä
jauhelihan elintarviketurvallisuudelle ei voi arvioida.
Jauhelihanäytteissä Leuconostoc gasicomitatum tunnistettiin yleisimmäksi
maitohappobakteerilajiksi (58 % maitohappobakteereista) ja seuraavaksi yleisimmäksi
maitohappobakteeriksi tunnistettiin Leuconostoc gelidum (20 %). L. gasicomitatum on
kuvattu ensimmäisen kerran tomaattimarinoitujen broilerisuikaleiden pilaajabakteerina
(Björkroth ym. 2000). L. gasicomitatum on tunnistettu valtalajiksi suojakaasupakatuissa,
marinoiduissa broilerituotteissa (Björkroth ym. 2000, Susiluoto ym. 2003)  sekä marinoidussa
ja syvämureutetussa naudanlihassa (Vihavainen ja Björkroth 2007). Myös L. gelidum on
tyypillinen löydös kylmäsäilytetyissä, pakatuissa lihatuotteissa (Shaw ja Harding 1989,
Vihavainen ja Björkroth 2007). Muita jauhelihasta tunnistettuja maitohappobakteerilajeja
olivat Carnobacterium divergens, Carnobacterium maltaromaticum, Lactococcus spp.,
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus algidus, Lactobacillus sakei ja Leuconostoc
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carnosum. Myös nämä lajit liitetään yleisesti lihan ja lihatuotteiden pilaantumiseen (Borch
ym. 1996, Samelis 2006). Lisäksi 15 isolaattia (4 % 364 isolaatista) osoittautui
ribotyypitystietokannan avulla Brochothrix thermospactaksi, joka näytti kasvavan
maitohappobakteerien kasvattamiseen ja eristämiseen käytetyllä  MRS-alustalla. B.
thermospacta on myös yleinen lihan pilaajabakteeri, jonka osuus pilaajapopulaatiosta voi
olosuhteista riippuen olla hyvinkin merkittävä (Borch ym. 1996, Skandamis ja Nychas 2001,
Samelis 2006).
Jauhelihojen aistinvaraisessa arvioinnissa saadut tulokset olivat linjassa havaitun
mikrobiologisen laadun kanssa. Aistinvaraisesti arvioitunakaan jauhelihojen myyntiajoissa ei
juuri ollut liikkumavaraa. Koska suurin osa jauhelihoista tutkittiin tarkoituksella viimeisen
käyttöpäivän jälkeen ja pilaantumismuutokset voivat ilmaantua äkillisesti, ei suoria
johtopäätöksiä jauhelihojen viimeisen käyttöpäivän laadusta voi näiden tulosten perusteella
tehdä. Tämän tutkimuksen tuloksia tulkittaessa huomioimme myös, että tuotepaketit
säilytettiin valmistajan suosituksia korkeammassa lämpötilassa (6° C), mikä saattoi nopeuttaa
pilaantumismuutosten kehittymistä. Jauhelihoissa havaittiin eri vahvuisia sivuhajuja.
Joissakin paketeissa oli voimakas härskiintynyt tai voimainen haju. Voimainen tai
diasetyylinkaltainen haju lihassa on aiemmin liittynyt L. gasicomitatumiin ja L. gelidumiin
(Vihavainen ja Björkroth 2007). Vihertymistä, limaisuutta tai kaasunmuodostusta ei havaittu,
vaikka tällaisia laatuvirheitä usein esiintyy lihan maitohappobakteeripilaantumisessa.
Jauhelihojen ulkonäössä havaittiin punaisuuden puutetta tai harmautta. Lihan punaisuus
katoaa korkeahappisessa suojakaasussa oksimyoglobiinin hapettuessa metmyoglobiiniksi.
Tässä työssä jauhelihan pilaajabakteereiksi osoittautuivat maitohappobakteerit ja erityisesti L.
gasicomitatum ja L. gelidum. L. gasicomitatum ja L. gelidum ovat kylmässä lihaympäristössä
kasvavia bakteereja. Initiaalipopulaatiossa niitä on vain pieniä määriä. Jauhelihan laadun ja
säilyvyyden parantamisen kannalta olisi tärkeää tietää, miten pilaajamaitohappobakteerit
päätyvät jauhelihaan tai jauhelihan raaka-aineeseen. Psykrotrofisten maitohappobakteerien ei
ole voitu osoittaa olevan teuraseläimestä peräisin (Vihavainen ym. 2007). Lihatuotteiden
pilaajamaitohappobakteereja on löydetty keitetyn lihatuotteen raaka-ainemassasta,
tuotantoympäristön ilmasta, pinnoilta ja työntekijöistä (Björkroth ja Korkeala 1996a,
Björkroth ja Korkeala 1997, Vihavainen ym. 2007). Jauhelihan tuotantoympäristön
kartoittaminen pilaajamaitohappobakteerikontaminaation alkuperän selvittämiseksi olisi
varmasti hedelmällinen jatkotutkimuksen aihe.
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